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1.1  ダイズシストセンチュウ誘引物質の探索 
生物の行動制御機構の解明研究には，その行動を制御する化学物質は強力な解析ツールと
なる。実際，モデルセンチュウである Caenorhabditis elegans (C. elegans) において化学走性
関連遺伝子の同定は，誘引物質非感受性変異体の解析により行われてきた。しかし研究開始
当初，ダイズシストセンチュウにおいて誘引物質は一つも同定されていなかった。そこでダ




Chemotaxis Index を算出した。Chemotaxis Index は，（試験物質を含む寒天玉に移動したセン
チュウ数 – 試験物質を含まない寒天玉に移動したセンチュウ数）／（接種センチュウ数）
で算出した。試験物質は C. elegans において同定されている揮発性物質のほか，他の植物寄
生線虫において誘引活性があると報告されている塩類を用いた。その結果，試験物質として
NaNO₃を用いた場合，誘引試験開始 3 時間後以降で高い Chemotaxis Index を示したことから
NaNO3がダイズシストセンチュウにおいて誘引物質として機能することが明らかとなった。




して作用することが報告されていたため，寒天玉に含まれる NO₃⁻の濃度を 10 mM から 3000 






1.2 ダイズシストセンチュウの誘引に必要な NO₃⁻濃度勾配の算出 
 ダイズシストセンチュウは寒天培地中の NO₃⁻の濃度勾配を認識して寒天玉へ移動したと
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考えられる。そのため寒天培地中の NO₃⁻濃度を測定することでダイズシストセンチュウの
誘引に必要な NO₃⁻の濃度勾配の算出を行った。10 mM から 1000 mM までの KNO₃を含む寒
天玉を設置し，3 時間後の寒天玉から線虫接種点までの NO₃⁻濃度を測定した。その結果，寒
天玉に含ませた濃度依存的に NO₃⁻濃度勾配が形成されており，ダイズシストセンチュウは
27.1 μM/mm 以上の濃度勾配を認識していることが明らかとなった。 
1.3 ダイズシストセンチュウの NO3-への誘引機構の解析 
 NO₃⁻は土壌中に普遍的に存在する無機化合物である。土壌中のような周囲に NO₃⁻を含む
環境下においても NO₃⁻の濃度勾配を認識し誘引されるのかを検討するため寒天培地中に
NO₃⁻を添加し誘引試験を行った。その結果，3 mM の NO₃⁻を含む培地上では 500 mM の NO₃⁻
を含む寒天玉への誘引が抑制された。この時の NO₃⁻濃度勾配は 143 μM/mm であり，誘引に




















による de novo transcriptome assembly を行ったところ 136,678 個のコンティグを得た。ドラ
フトゲノムが報告されているジャガイモシストセンチュウやキタネコブセンチュウでは推
定遺伝子数がそれぞれ 14308 個，14419 個であり，Trinity によりバリアントやミスアッセン
ブルが多数出力されと推測した。さらに Assembly の精度を BUSCO により評価した結果，
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Single-Copy Orthologs の duplicate 率は減少しなかった。そのため TransDecoder によるジャ
ンクコンティグやキメラコンティグの除去，BLAST 解析によって Nematoda 門以外に一致し
たコンタミネーション由来コンティグの除去を行い，さらに Corset と Lace を用いて Super- 
Transcript の構築を行った（SuperTranscript_contig）。その結果，他の植物寄生線虫の遺伝子
数と同程度の 14,302 個のコンティグを得た（N50：1,680 bp）。また BUSCO により評価し
たところ，Single-Copy Orthologs のうち 72.9％が single，1.9％が duplicate と判定された。 
2.2 変動遺伝子の抽出 
SuperTranscript_contig をリファレンスとし CLC genomics workbench により，発現量を定量
した。主成分分析（Principal Component Analysis; PCA）の結果，同じ処理を行ったサンプル
内はまとまって分布していることから，各サンプル内のばらつきは少ないことが明らかとな
った。Mock 処理群と比較して FDR<0.05 かつ Fold change>1.5 もしくは<1/1.5 の遺伝子を
differentially expressed genes (DEGs)とし抽出したところ，NO₃⁻処理群で 137 遺伝子（上昇遺
伝子は 25 個，減少遺伝子は 112 個），Root 処理群では 240 遺伝子（上昇遺伝子 110 個，減
少遺伝子 130 個），NO₃_Root 処理群では 469 遺伝子（上昇遺伝子 260 個，減少遺伝子 209
個）を抽出することができた。NO₃⁻処理群において有意な変動が見られず，Root 処理群，
NO₃_Root 処理群で共通して上昇した宿主根への誘引時特異的な DEGs は 58 遺伝子（上昇遺
伝子 40 個，減少遺伝子 18 個）であった。BLASTX を用いて C. elegans タンパク質のホモロ
グ検索や InterProScanを用いたドメイン検索を行った結果，上昇遺伝子中にG protein-coupled 
receptor (GPCR) や receptor-type guanylate cyclase 9 (rGCY9)，また GPCR シグナル伝達に関与
する guanine nucleotide-binding protein alpha-3 subunit（GPa-3）のホモログと予想される遺伝
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3. 誘引に関与する遺伝子の機能解析 
3.1  RNAi 条件の検討 
 前述の通り，RNA-seq により，宿主根誘引時特異的に発現上昇した遺伝子の中で 11 個の










の中で GPa-3 と GPCR ホモログ遺伝子 (GPCR2) の dsRNA を用いた。ネガティブコントロ
ールとして GFP 遺伝子の dsRNA (dsRNA_GFP) を使用した。in vitro で合成したそれぞれの
dsRNA を 1.0 mg/ml および 2.5 mg/ml の濃度で，ソーキング時間を 4 時間，もしくは 24 時間
として処理した結果，dsRNA 濃度 1 mg/ml ，24 時間ソーキング処理を行ったとき，
dsRNA_GFP と比較して発現量が最も抑制されることが明らかとなった。 
3.2 宿主根誘引時に変動する遺伝子の RNAi による機能解析 
前述のRNAi条件を用いて宿主根誘引時に特異的に変動する遺伝子の中でGPa-3，GPCR2，
rGCY9 ホモログ遺伝子について dsRNA の合成，遺伝子機能抑制を行い，宿主根への誘引試
験を行った。その結果，3 遺伝子全てにおいて遺伝子機能抑制体は，宿主根への誘引が有意
に抑制されていた。さらに根に侵入した個体数も減少していた。加えて，rGCY9 ホモログ









ものかを評価するために，rGCY9 機能抑制体 (dsRNA_rGCY9) の運動性および，口針突出
数を評価した。その結果，dsRNA_rGCY9 の運動性，口針突出率ともに dsRNA_GFP と比較







3.4 rGCY9 遺伝子の下流で機能する TAX2 遺伝子の機能解析 
 C. elegansにおいて rGCY9の下流で環状ヌクレオチド依存性チャネルである TAX2が化学
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内容や発表会での質疑応答が十分であることが認められた。よって，審査委員一同は博士（バ
イオサイエンス）の学位を授与する価値があると判断した。 
